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РЕЗЮМЕ
Цель исследования. Оценить активность изоформ пируваткиназы (ПК) в норме, при токсическом 
повреждении и в процессе регенерации печени.
Материалы и методы. Проведено экспериментальное исследование на 45 крысах линии Wistar. 
Токсическое повреждение печени индуцировали внутрибрюшинным введением тетрахлорметана. Ме-
ханическое повреждение моделировали хирургической резекцией печени. Определены концентрации 
изоформ ПК R/L и М в сыворотке крови и ткани печени лабораторных животных методом иммуно-
ферментного анализа (ИФА).
Результаты. Установлено, что концентрация изоформы ПК М статистически значимо увеличивает-
ся при хроническом токсическом поражении печени, что может свидетельствовать об активизации 
процессов пролиферации клеток печени в ответ на повреждающее действие гепатотоксина (Манна — 
Уитни U-test: Z = 2,143; р = 0,032). После резекции печени увеличивалось содержание ПК R/L, харак-
теризующее активацию гликолиза, и значительно увеличивалась концентрация ПК М, что отражало 
процессы репаративной регенерации в печени.
Заключение. Сывороточные концентрации изоформ ПК могут быть использованы в качестве лабора-
торного критерия активности процессов репаративной регенерации, с помощью которого можно оце-
нить репаративный потенциал печени при ее токсическом или механическом повреждении, а также 
при хронических диффузных заболеваниях.
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ABSTRACT
Objective. To evaluate the activity of pyruvate kinase (PK) isoforms in normal conditions, in toxic damage 
of the liver and during its regeneration. 
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Materials and methods. An experimental study was carried out on 45 Wistar rats. Toxic liver damage was 
induced by the intraperitoneal administration of carbon tetrachloride. Mechanical damage was simulated by 
the surgical resection of the liver. The levels of PK isoforms R/L and M in the blood serum and liver tissue 
of the laboratory animals were measured with an ELISA test. 
Results. It has been found that the level of PK isoform M significantly increases in chronic toxic liver 
damage, which may indicate the activation of the processes of liver cell proliferation in response to the 
damaging effect of hepatotoxin (Mann-Whitney U Test: Z = 2.143; p = 0.032). After liver resection, the level 
of PK R/L, which characterizes the activation of glycolysis, increased and the level of pyruvate kinase M 
increased significantly, which reflected the processes of reparative regeneration in the liver. 
Conclusion. The serum level of PK isoforms may be used as a laboratory criterion for the activity of reparative 
regeneration processes, which can be used to evaluate the reparative potential of the liver in case of toxic or 
mechanical damage, as well as in chronic diffuse diseases. 
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Введение
При повреждении органов и тканей ор-

ганизма запускаются процессы репаратив-
ной регенерации. Однако в ряде случаев на 
месте поврежденной ткани развивается фи-
броз с целью восстановления или замещения 
дефекта. Это, в свою очередь, приводит к 
развитию патологического процесса со сни-
жением функции органа или ткани.

Изучение механизмов репаративной ре-
генерации, обнаружение новых маркеров 
регенерации и поиск средств воздействия на 
репаративные процессы в органах и тканях 
являются предметом научных исследований 
в настоящее время. Положительные резуль-
таты этих исследований позволят достичь 
прогресса в диагностике и лечении многих 
хронических прогрессирующих заболева-
ний, к которым относится цирроз печени. 
В то же время глубокая реорганизация эле-
ментов ткани в процессе регенерации может 
явиться причиной онкогенеза. Данный фак-
тор также необходимо учитывать при разра-
ботке технологий стимулирования репара-
тивных процессов в органах и тканях.

В качестве маркера регенерации пече-
ни в ответ на механическое или токсическое 

повреждение может выступить фермент ПК, 
которая имеет несколько изоформ. ПК отно-
сится к ферментам, участвующим в глико-
лизе, превращающим аденозиндифосфат и 
фосфоенолпируват в пировиноградную кис-
лоту с выделением аденозинтрифосфата, что 
играет важную роль в энергетическом ме-
таболизме организма. Обнаружены четыре 
изоформы ПК: R, L, M1, M2. По своим свой-
ствам и аминокислотному составу имеется 
сродство изоформ ПК R- и L-типа, а также 
ПК М1 и М2 [1]. 

Изоформа ПК L синтезируется преиму-
щественно в печени, а также почках, тонкой 
кишке, поджелудочной железе [2]. Изофор-
ма ПК R характерна для эритроцитов. Уро-
вень ПК L и R регулируется экспрессией гена 
PKLR. При некоторых заболеваниях крови 
(хроническая гемолитическая анемия, на-
следственная несфероцитарная гемолитиче-
ская анемия) эритроциты могут поражаться 
вследствие недостаточности ПК [3]. 

Изоформа ПК М1 синтезируется преиму-
щественно в дифференцированных тканях с 
высокой активностью гликолиза (скелетные 
мышцы, миокард, головной мозг). Изоформа 
ПК М2 является второстепенным изофер-
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ментом для печени, более характерна для 
почек, селезенки, легких. Изоферменты M1 
и M2 регулируются экспрессией гена PKM2. 
Отмечено, что уровень ПК М2 повышается 
в активно регенерирующих тканях, а так-
же в низкодифференцированных клеточных 
элементах при неоплазии. При опухолевой 
трансформации клеток снижается количе-
ство тканеспецифичных изоферментов и по-
вышается продукция ПК М2 [4]. Увеличение 
концентрации ПК М2 происходит также при 
воспалительных заболеваниях кишечника, 
сердца, при сахарном диабете, гепатоцел-
люлярной карциноме и др. [5, 6, 7].

В ряде научных экспериментальных иссле-
дований было показано, что ядерная фракция 
ПК М2 повышается через 24 и 48 часов после 
внутрибрюшинного введения мышам-сам-
цам линии BALB/с гепатотоксина, а ингиби-
рование ПК М2 специфическим белком ML-
265 приводит к подавлению регенерации 
печени через ингибирование ядерного анти-
гена пролиферирующих клеток PCNA, Ki-67 
и циклина D1 [8].

Другие исследования показали, что фи-
брозные изменения в печени на фоне хрони-
ческого токсического и/или инфекционного 
поражения связаны со структурной реор-
ганизацией молекулы ПК М2 и активацией 
звездчатых клеток Ито. Так, D. Zheng и со-
авт. продемонстрировали увеличение экс-
прессии изоформы ПК М2 в фиброзной пече-
ни на фоне активизации звездчатых клеток 
как в эксперименте на мышах, так и у че-
ловека в сравнении с нормальной печенью. 
Авторы также доказали, что только ПК М2 в 
виде димера способна активизировать клет-
ки Ито, а ингибирование ПК М2 с помощью 
шиконина и аллостерического агента TEPP-
46 приводит к подавлению активации и про-
лиферации клеток Ито, а в последующем — к 
регрессу фиброза в печени [9].

Таким образом, имеющиеся литератур-
ные данные демонстрируют определенную 
роль ПК и ее изоформ в процессах регене-
рации печени и энергетическом обмене, а 
также в прогрессировании фиброза печени 
и онкогенезе. Однако остается недостаточно 
изученной роль изоформ ПК на этапах репа-
ративной регенерации печени после токси-
ческого и травматического поражения.

Цель исследования 
Оценить активность изоформ ПК в нор-

ме, при токсическом повреждении и в про-
цессе регенерации печени.

Материалы и методы
В качестве лабораторных животных 

для эксперимента использовали белых крыс  
линии Wistar (возраст — 10 нед., масса — 
200–250 г), которых содержали в стандарт-
ных условиях вивария УО «ГомГМУ» в клетках 
по 4–6 особей. Животные получали стандарт-
ный рацион питания, жидкость в свободном 
доступе. Работа с использованием лаборатор-
ных животных выполнялась в соответствии 
с правилами проведения научных исследова-
ний [10].

Хроническое токсическое поражение пе-
чени моделировали путем внутрибрюшинно-
го введения 50 % раствора тетрахлорметана 
(ТХМ) в оливковом масле (La Espanola, Испа-
ния) в объеме 1 мл/кг веса животного дваж-
ды в неделю на протяжении 10 нед. [11], 
после чего животных выводили из экспери-
мента путем передозировки ингаляционного 
анестетика. В этой серии эксперимента уча-
ствовало 20 животных, из которых основная 
группа (n = 10) получала внутрибрюшинные 
инъекции гепатотропного яда (50 % рас-
твора ТХМ); контрольная группа животных  
(n = 10) получала внутрибрюшные инъекции 
1x PBS (phosphate buffered saline) в объеме 
1 мл/кг веса животного также в течение  
10 нед., после чего животные были выведе-
ны из эксперимента. 

Резекцию печени выполняли под ингаля-
ционным наркозом галотаном (изофлураном). 
После проведения срединной лапаротомии 
мобилизовали 2 левых доли печени, у основа-
ния доли перевязывали сосудистый пучок и 
отсекали паренхиму, стараясь оставлять ми-
нимум ткани на культе. Проводили контроль 
гемостаза, ушивание раны брюшной стенки. 
Животных выводили из эксперимента на 3-и, 
7-е, 14-е, 21-е и 28-е сут после операции пу-
тем передозировки галотана. В данной серии 
эксперимента участвовало 25 животных, ко-
торым выполнялась резекция печени. По 5 
животных выводили из эксперимента соот-
ветственно на 3-и, 7-е, 14-е, 21-е и 28-е сут 
после оперативного вмешательства.

Концентрацию изоформ ПК определя-
ли методом ИФА с использованием набора 
реагентов Elabscience (номер из каталога 
E-EL-R0837 и E-EL-R0838) и микропланшет-
ного фотометра Sunrise Tecan (Австрия). К 
сожалению, метод ИФА не позволяет опреде-
лять содержание всех четырех изоформ пи-
руваткиназы по отдельности; возможно лишь 
определение суммарной концентрации изо-
ферментов, кодируемых одним геном. Таким 
образом, определяли концентрацию изоформ 
ПК L + ПК R (ПК L/R) и ПК М1 + ПК М2 (ПК 

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=%D0%9F%D0%9A%D0%9C2&action=edit&redlink=1
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М). Биологическим материалом служили сы-
воротка крови и биоптаты печени, гомогени-
зированные и разбавленные с PBS согласно 
инструкции к набору.

С целью морфологического подтвержде-
ния развившихся в печени патологических 
изменений проводили гистологическое ис-
следование фрагмента центральной доли 
печени после фиксации его в 10 % растворе 
формалина, депарафинизации, приготовле-
ния срезов и окраски гематоксилином и эо-
зином и по Ван Гизону.

Статистический анализ данных прово-
дили с использованием программного па-
кета «Statistica», 10 (StatSoft). Нормальность 
распределения данных количественных 
признаков выполняли с помощью критерия 
Шапиро — Уилка (W-критерий). Данные, 
распределение которых отличалось от нор-
мального, описывались с помощью медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха (25-го и 
75-го процентилей), а сравнение двух выбо-
рок количественных признаков — с помощью 
U-теста Манна — Уитни. Статистически зна-
чимым считали результат, при котором веро-
ятность отвергнуть нулевую гипотезу об отсут-
ствии различий не превышала 5 % (р < 0,05).

Результаты и обсуждение
Исследование концентрации изоформ 

ПК R/L и M на фоне хронического токсиче-
ского поражения печени

В результате проведенных исследований 
было определено содержание изоформ ПК 
R/L и M в сыворотке крови. На рисунке 1 
представлена сравнительная оценка концен-
трации ПК R/L в основной и контрольной 
группах животных. Так, на фоне хроническо-
го токсического поражения печени ТХМ уро-
вень ПК R/L составил 28,8 (25,4; 33,9) нг/мл, 
в контрольной группе данный показатель 
равнялся 26,5 (18,4; 35,4) нг/мл. Разница 
показателей была статистически незначима 
(Манна — Уитни U-test: Z = 0,45; р = 0,65). 
Таким образом, на фоне хронического ток-
сического воздействия ТХМ не выявлено ста-
тистически значимого изменения уровня ПК 
R/L, что может свидетельствовать о незна-
чительном влиянии ТХМ на интенсивность 
протекания финальной фазы гликолиза, ин-
дуцируемой ПК R/L.
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Рисунок 1. Концентрация изоформы ПК R/L в крови крыс при хроническом токсическом поражении печени
Figure 1. Blood level of pyruvate kinase R/L in the rats with chronic toxic liver damage

На рисунке 2 представлена сравнитель-
ная оценка концентрации ПК М в основной и 
контрольной группах животных. Так, на фоне 
хронического токсического поражения пече-
ни ТХМ уровень ПК М составил 60,5 (47,3; 
82,3) МЕ/мл, в контрольной группе данный 

показатель равнялся 46,6 (44,5; 52,4) МЕ/мл. 
Разница показателей оказалась статисти-
чески значимой (Манна — Уитни U-test:  
Z = 2,143; р = 0,032). Таким образом, имело 
место статистически значимое увеличение 
концентрации ПК М на фоне хронического 
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введения ТХМ в сравнении с контрольной 
группой животных, что может свидетель-
ствовать об активизации процессов регене-

рации печени в ответ на повреждающее дей-
ствие гепатотоксина. 

 Median 
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Рисунок 2. Концентрация изоформы ПК М в крови крыс при хроническом токсическом поражении печени
Figure 2. Blood level of pyruvate kinase M in the rats with chronic toxic liver damage

Также было изучено соотношение кон-
центраций изоформ ПК R/L и М в сыворот-
ке крови и биоптатах печени, рассчитан ко-
эффициент отношения уровня ПК в ткани 
печени к уровню ПК в крови (рисунок 3). 
Анализ данных показал, что концентрация 
ПК R/L в печени в 32,2–32,8 раза выше, а 
для ПК М — в 25,3–27,4 раза выше, чем в 
сыворотке крови, что согласуется с имеющи-
мися литературными данными [1, 4]. А срав-

нение значений полученного коэффициента 
не выявило различий между основной и кон-
трольной группой животных. Коэффициент 
корреляции Спирмена R между тканевым 
и сывороточным уровнем ПК составил 0,57  
(р = 0,002). Таким образом, в научных иссле-
дованиях для простоты получения данных и 
повышения вклада неинвазивных методов 
можно пользоваться сывороточными кон-
центрациями изоформ ПК.

Рисунок 3. Коэффициент отношения концентрации изоформ ПК R/L и М в ткани печени и сыворотке крови крыс 
Figure 3. Ratio index of the levels of the isoforms PK R/L and M in the liver tissue and blood serum of the rats
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Исследование концентрации изо-
форм ПК после резекции печени

Результаты измерения концентрации 
изоформ ПК R/L и М в сыворотке крови ла-

бораторных крыс после резекции печени 
представлены на рисунке 4.
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Рисунок 4. Концентрация (Ме) изоформ ПК R/L (нг/мл) и М (МЕ/мл) в сыворотке крови крыс  
на 3-и, 7-е, 14-е, 21-е и 28-е сут после резекции

Figure 4. Blood levels of PK R/L (µg/ml) and M(IU/ml) in the liver tissue and blood serum of the rats

Анализ полученных данных показал, что 
имел место последовательный рост концентра-
ции ПК R/L с 3-х по 28-е сут с 31,53 нг/мл до 
40,17 нг/мл соответственно. Увеличение со-
держания ПК R/L в крови экспериментальных 
животных можно объяснить активизацией 
гликолиза в процессе репаративной регенера-
ции в ответ на хирургическое вмешательство.

Концентрация ПК М в сыворотке крови 
отличалась более сложной динамикой: по-
сле выполнения резекции печени, начиная 
с 3-х суток наблюдалось резкое повышение 
концентрации ПК М (58,39 МЕ/мл) по срав-
нению с исходным уровнем (36,17 МЕ/мл), 
достигая максимума к 7-м сут (79,82 МЕ/мл), 
с последующим последовательным снижени-
ем до 44,61 МЕ/мл к 28-м сут. Выявленная 
динамика уровня ПК М в принципе соответ-
ствует пикам пролиферации гепатоцитов при 
репаративной регенерации печени в ответ на 
ее резекцию [12, 13]. Таким образом, сыво-
роточные концентрации изоформ ПК могут 
быть использованы в качестве лабораторного 
критерия активности процессов репаратив-
ной регенерации в печени при ее токсиче-
ском или механическом повреждении.

Заключение
Проведенные исследования показали, 

что сывороточные и тканевые концентра-
ции изоформ ПК имеют высокую степень со-

ответствия, поэтому для простоты получения 
данных и повышения вклада неинвазивных 
методов исследования можно пользоваться 
концентрациями изоформ ПК в крови.

Также было установлено, что концентра-
ция изоформы ПК М статистически значимо 
увеличивается при хроническом токсиче-
ском поражении печени, что может свиде-
тельствовать об активизации процессов ре-
генерации печени в ответ на повреждающее 
действие гепатотоксина. 

Резекция печени активизирует гликолиз 
и запускает процесс репаративной регене-
рации, что выражается в увеличении содер-
жания ПК R/L в крови экспериментальных 
животных и яркой динамикой уровня ПК М, 
которая соответствует пикам пролиферации 
гепатоцитов при регенерации печени в ответ 
на резекцию.

Таким образом, сывороточные концен-
трации изоформ ПК могут быть использо-
ваны в качестве лабораторного критерия 
активности процессов репаративной регене-
рации, с помощью которого можно оценить 
репаративный потенциал печени при ее ток-
сическом или механическом повреждении, а 
также при хронических диффузных заболе-
ваниях.
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